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Summary 

We have been conducting phase II clinical trials for the treatment of various 
adenocarcinomas with synthetic carhohydrate epitope vaccines that utilized Keyhole 
Limpet Hemocyanin (KLH) as a carrier protein. To datc» over 1 80 patients have been 
enrolled into these immunotherapy studies with the sialyl-Tn antigen conjugated to 
KLH. Objective tumor responses have been observed in these trials in both breast and 
ovarian cancer patients. The phase II studies have been designed to answer key 
questions towards optimizing the immunotherapeutic effects. The first question was 
to determine the optimal route (oral vs. intravenous) of low-dose cyclophosphamide 
that is used to overcome a state of tumor-induced immunosuppression. The antibody 
titer data from this study show a statistically significant increase in anti-STn IgG 
antibodies in the IV group. The second key question has been the optimal dose of 
antigen to use for the generation of a therapeutically beneficial immune response. 
This is in light of recent observations that low doses of antigens may favor a THI 
(cellular) immune response as opposed to a TH2 (antibody-based) immune response. 
We have shown that low doses (1 |xg) of Theratof)e® STn-KLH vaccine but not high 
doses (25 |ig) will induce a hapten-specific DTH response in CAFl mice. In addition, 
a low dose of vaccine will cause greater T-cell proliferative activity in a popliteal 
lymph node cell population after footpad challenge. The supematants of these 
antigen-stimulated cultures do indeed contain gamma-interferon in a relative absence 
of IL- 10, thus confirming the THI nature of this response. We have investigated this 
low-dose T-cell response with other KLH conjugates and with KLH itself and this 
observation is consistent. Thus KLH conjugates, although frequently employed for 
optimizing an antibody response to T-cell-independent antigens, are capable of 
inducing THI immune respon.ses, and do so optimally at lower doses. These effects 
are optimally seen with certain adjuvant formulations (DETOX '^'^-B, RIBI Immuno- 
chem). 

As a part of the irrununologic monitoring of our ASl patients, we have performed in 
vitro antigen stimulations for hapten-specific blastogenesis and cytokine profiles. The 
data suggest that a THI immune response as measured by gamma-interferon 
production (without IL-10 production) is associated with disease stability and/or 
panial responses. These are the immunologic parameters by which the current dose 
range studies are being evaluated for the selection of an optimal therapeutic dose of 
Theratope® STn-KLH. 
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Zusammenfassung 

Wir fiihrcn k]inische Phase- II- Studien zur Behandlung verschiedener Adenokarzino- 
me mit synthetischen Kohlenhydrai-Epitop-Vakzinen durch, die Keyhole Limpet 
Hamocyanin (KLH) als Tragerprotein verwendeten. Bis heute sind mehr als 180 
Patienten in diese Studien zur Inmiuntherapie mit dem an KLH gekoppelten 
Sialyl-Tn-Antigen aufgenommen worden. In diesen Studien wurde sowohl beim 
Mamma- als auch beim Ovaiialkarzinom eine objektive Tumor-Response beobach- 
tet. Diese Phase-II-Studien sollen Schlusselfragen fur die Optimierung immunthera- 
peutischer Effekte beantworten. Die erste Frage war die nach dem optimalen 
Verabreichungsweg (oral oder intravenos) von niedrigdosiertem Cyclophosphamide 
das zur Oberwindung einer Tumor-induzierten Immunsuppression eingesctzt wird. 
Die Antikorpertiter-Daten aus dieser Sludie zeigcn einen statistisch signifikanten 
Anstieg der Anti-STn-IgG-Antikorper in der i. v.-Gruppe. Die zweite Frage war die 
nach der optimalen Antigendosis zur Erzeugung einer therapcutisch vorteilhaften 
Immunantwort. Dies stiitzt sich auf neueste Erkenntnisse. daB niedrige Antigendosen 
wohl einc THl -Immunantwort (zellular) statt einer TH2-Immunantwort (auf Anti- 
korpem basierend) begUnstigen. Wir konnten zeigen, daB niedrige Dosen (1 |ig) der 
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Theratope®-STn-KLH- Vakzine - jedoch nicht hohe Dosen (25 ^g) - eine Hapten- 
spezifische DTH-Antwort in CAFl-Mausen auslosen. AuBerdem venirsacht eine 
niedrige Vakzindosis nach einer Reizung des FuBballens eine hohere Proliferations- 
aktivitat der T-2fellen in einer Zcllpopulaiion des poplitealen Lymphknotens. EHe 
UberstSnde dieser Antigen-stimulierten Kulturen enthalten in der Tat Interferon-y bei 
relativer Abwesenheit von IL-1 0, was besttitigt, dafi es sich um eine TH 1 -Immunant- 
wort handelt. Wir untersuchten die T-Zell-lnununantwort nach Anwendung von 
andcren niedrigdosierten KLH-Konjugaten sowie von KLH selbst und fanden dicse 
Beobachtung bestatigt. Obwoh! KLH-Konjugate hiiufig dazu verwendet werden, eine 
Antikorper-Response auf T-Zell-unabhangige Antigene zu optimieren, kttnnen sie 
also THl -Immunantworten induzieren^ wobei eine optimale Antwort durch niedrige 
Dosen erzieit wird. Diese Effekte konnen mit beslimmten Adjuvanzien (DE- 
TOX™-B, RIBI Immunochem) optimal hervorgerufen werden. 
Als Teil des linmunmonitorings unserer ASI-Patienten fiihrten wir in vitro Antigen- 
Stimulierungen fur die Hapten-spezifische Blastogenese und Zytokinprofile durch. 
Die Ergebnissc dcuten an, daB eine THl-Immunantwort - gemessen durch die 
Interferon-y-Produktion (ohne IL-lO-Produktion) - mit der Stabilitat der Knmkheit 
und/oder mit einer Teil-Response zusammenhSngt. Dies sind die Immunparameter, 
mit denen die derzeit laufenden Dosislindungsstudien zur Bestimmung einer optima- 
len therapeutischen Dosis von Theratope®-STn-KLH ausgewertet werden. 
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